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Establishment of A Universal Inner Positive Control for PCR 
Detection of Genetically Modified Ingredient in Plants 


QUAN Jie-Xia'[] ZHANG Yi-Bingf] CHEN Chang-Fa[] LIANG Cheng-Zhu[] МЕТ Xiao-Tang 
[] Qingdao Entry- Exit Inspection and Quarantine Bureau[] Qingdao 2660020 China[] 


Abstract[] In the present study[] a primer-pair for the amplification of rbcL 433bp fragment was designed. 
In order to find out whether this primer-pair can be used as inner positive control for PCR detection of ge- 
netically modified ingredient in most plants] it was used to amplify DNA from 23 various plant species in- 
cluding monocotyledod] Allium сера] Triticum aestivum|] Zea mays|] Oryzasativa[]] dicotyledon іп Ar- 
chichlamydead] Brassica oleracea|] Brassica pekinensis|] Glycine тах] Vigna unguiculata|] Arachis hy- 
pogaea|] Daucus carotal] Apium graveolens|] Spinacia oleraceal] Cannabis sativa[] Gossypium hirsutum[]]] 


Capsicum frutescens|] So- 





dicotyledon in Sympetalad] Lycopersicon esculentum|] Lycopersicon esculentum 











lanum tuberosum|] Cucurbita moschate[] Cucumis sativusl[] Cichorium intybus|] and algael] Laminaria an- 


gustata[] Gracilaria lemaneiformis[]. The results showed that the primer-pair worked very well over all the 


ватріевП and the specific fragment could be amplified via this primer-pair over wide annealing tempera- 
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ture. The validity of amplified fragment was further tested via DNA sequencing. These results suggest that 
amplification of this gene fragment via this primer-pair can be used as inner positive control for PCR detec- 
tion of genetically modified ingredient in most plants] which will be helpful to the improvement of detection 
accuracy[] as well as the reduction of detection period. 


Key words[] rbcL genel] Inner positive controll] PCR detection[] Genetically modified ingredient 
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Table 1 Nomenclature[] status and collection location of the specimen 
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0000 ПП ПП | 0000 
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0 000 000 Gracilaria lemaneiformis 2 000 00000 
ПП ПП Brassica. oleracea 3 ПП ПППП 
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2.5 (L, dNTPs (Promega 1) 100 (mol/L, 51974 0.2 (mol/L, Тад DNA RABY (Promega йй) 1.5 0, Ж 
Bt DNAIS ~ 30 ng 

АҢ CORB AR HOS JURTERSET PCR H I, HEISE) Е 
1.2.4 РСК ЈК 127398774522 2.096 БИЛЕ ЕКШК. EB He, ALPHA Ur E18 Ar UT 
DOE. іона, Ж ЧЫЛ T ERE (DL- 2000) КЖ ЕЗИ Pr ВЕКУ 
1.2.5 PCR HY DNA УІНЕ HT BIE HEU ВНЕ НАЈАВЕ, Х ЕЖ, PRI. АЖ. Ж. 
ЖЖЖ) PCR FETT ЕЛЕУЛІ, MIT НЕ I PCR 9197, АЖЕН КЕ TaKaRa FEN LEUR 
н], ЈРВ BLAST ЖІ MEGA ЖТИ НЕЗ 5) GeneBank Е.Е КЈАРА ИН 8] ЕЕ БЕРЕ 


2 AR 
2.1 PCRGR AGB EB КА 
PU S. DNA ЭЖ КАПИК ВЕНЕ Т 48 ~ 68.5 СИМЕ, ІІІ. „ү, 
ЕТЕ 48 ~ 61.5 CIE НІ НЕЗ SURE РЕВ HW, SERE LARR, e 
HEE 53.5 ~ 56.1 CB PP HEEE (E1) 





ші FIN ње На ТЕЖЕ AGBS TOS XC 095 HMH ЖЕНЕ Ceo Hm 2.08 SUR, 1 ~ 12 КЕ 
Шаку: 48%, 48.3 C, 49. "C. 51.240. 53.540, 56.19. 58.8%, 61.5 C. 64%, 66.1 C, 67.70, 68.5%, МЖ 
KP TITHE DL - 2000) 

Fig.l Electrophoresis of PCR products via primer rbel-F & rbeL-R at different annealing temperature with soy DNA as the template, 
(lane 1: 48C; lane 2: 48.39; lane3: 49.4; lane 4; 51.2; lane 5; 53.59; lane 6: 56.170; lane7: 58.89; lane 
8: 61.5%. lane 9: 64C: lane 10: 66.142; lane 11: 67.77€; lane 12: 68.59; M: Molecular weight marker DL - 2000) 


НЕ, ПРОБАМ EKRE WEAD ARERR, РАДНО KHE HT T 
41.3- 56%И, ЕШІН2. ЖЖ НҢ, 3x 7 THERE И ТЕНИНЕ, (HERE ВЕУ 
m.p mU SEEK, H'par.3-43. 00H] 2728 RE (Р 2). 

22 Bf DNA FH ÊÊ) РСК 138 

EH 564 iB Acl EXE 21 ЖОН (ОЕП Жу 4340) HTT PCR HH (843), 
МЕЗ, 81%) rbel-F HI rbeL-R ЖЇН f 10 fis t ТЕ RERNI (3 ~ 
12) НЕ EE, KF. ШУ. Жж, IM RN. ЖЖ, ЖЕ, KR. ЖИЕ). 7 АНЕ 
JA НУ) (13-19: ЖЖЖ, Eii. НК HER, HIR. ЖА. ЖЕ) Хай 
ApH (20-23: КЖ. ЖЖ. ТЖ. FA) ӨЗІ ГЕ ОЈ HR, m ELTE 
ЕНЕ ОН) (1-2: ЖҰР, ЕЖ) Is ГЕННЕН. ТВК 
М 433bp,. ЖАТ РТО, KA EFF FF TEZE o 


3 ¥ БЕШ: тн ЗЕН PCR EWA ВА Ж#Н GE y 337 


2.3 PCR MÉI DNA FFI PR 
eo heu И ВАН В, 


ооо» uci. ми H. FR. АІ 


750%р 


МИШЕ 000) PCR Т ГР ХЕ УЙЕ, ЖЕ 
БИА сен фин ај Т bel 4ER 433bp FFF 
(#44) UNS ЖЕҢ ЖН] 433bp 
ГЕЗ л АЕ 18], T. С, G4 fh ER E 
ІҢ 2 онна е зі и > [a] 48 25 Ж Ж 
AUI (көктен ИНАН ER, ЖӘЕ AOT EA 
E xum MEME — 5 5  — SERNIK E 169 Hr ER—— Hi n SRE rbcL 
Fig.2 Electrophoresis of PCR products via primer rbeL-F & rbcL- ЖИА REATUS (433bp)- 
R at different annealing temperature with Laminaria angustata DNA ы. 4 i ne н] V її 31) , Ж tr m Hj ü Jii 
as the template. (E 433bp MIJE FU P Ж RRE ERLA, 
(lane 1: 41.3%; cx 2: 43.1 €; lane 3; 45.4%; lane 4: XX 433bp BY РЕ yj {ЕХ 7# x e ЈЕ i" 
с: іше 3: 31761 іше б: o ee HUP apr (ARAF 2 71. 3 PA. 

FD ІН A ^E FE fal Л. eX d A RE, > 
HERE ӘНІН 6 НИЛА А ЛО 7417 Gh МУД) 17.0996). ЛЕК {И кд, ТЕЗЕ ВИЧЕ 





ADM пи у [ај (626 ЯУ ДА di у 171 A (39.499). Я! ҚАНА ЕЙ РЕЛІ (144 
^u) EA SREY 6 PEIZ > [ИО 59 © (40.9790) ZESR[u A, SILE 6 ЖЇН 


НЕДЕ 5764 (52.7%), БИК 66 ` (45.83%). ЖЧ Fr EZ RE 
ЕЖЕРНЕ, Boe gemmis 


4 


әке са (е дер тк өші ніп йй өз «к е өл Ф unus qb dj en eo o om 


5 6. 7 8 9 10 11 12 131415 16 17 





з 9159 Ња Е AI пікі, Xf 23 fif] PCR P Hi ft KEE (АЖ ҰҒЫМ 2.09 ВИН, 1-23 АҺ 
жі, МАРИ DL- 2000 
Fig. 3 Electrophoresis of PCR products via primer rbel-F & rbeL-R over а wide taxonomic range. (lane 1 ~ 12 represent the samples 


under the same order as in Tablel. М: Molecular weight marker DL – 2000) 


3 Wit ' 
3.4 5S|* E 

WS HB ау АЕ ФИЯ LA) PCR ВОН £s SR f of nf РЕ ЕЕ ЧЕ ШЕП» ШЖ. 
EU DNA FA ЖИ ШИ PCR КОЛУНДА, (Ef ao fg TER РА ТЕМИ ІЛ 223418 219734, ЖІ 
x ПАДНЕ АЕ Ra SL. DUC Hb dr dr ИЯ ЛАЛА НИТ, ПИ 
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L14403 ААТ СТІ СТА СТС СТА САТ CGA САА СТС ТАТ OGA COG АТС САС ТТА ОСА GTC TTG АТС GTT АСА ААС GGC САТ GCT ACC ОСА TOG AGC 606 TTG ( 93] 
LOI ees ИН A 09 OVV РС ea 99 No se Dosage Did UV OR RE RAS e B NND 
ЭТОЛ C XE) ава ава уак AR КҮ. Missa! КӨ) 
CPP: POOE, PN EPUM S аря COA 
Ката 2... 6 Masses Meer баз С 
шың ..... e ne „БЕТА Т... .А..СТТ.Т.А STE CT OC. ..А ТС. LT. G. САА А.б СА. „ТА LAG „А. LT. СА. „АС E93) 


114403 ТТС Ga лл ААС АТС ААТ АТА TTG СТТ ATG TAG СТТ АСС СТТ ТАС АОС ТТТ TTG ААС ААС СТТ OOG ТТА ОСА АТА ТСТ ТТА СТТ ССА TTO ТАС (1961 

В рек СА. ЕА sce E cr e tus oe e САТТА Чу ЧЫ ecco asa DU 

Mp их o ОЧ eee con ota оу Вава nua Жузу жук ж МА ЗАИР РРА И ж ШИ 

sx о УТ КИИНИН НЕНЩ. | 
A 


1 
1 
TC „СТАД САС... .7...А.7. [186] 


lug C. ИЕ. M VES m UTE AL OF, LP TETTE 


114403 СТА AO. АТ TTG GGT TCA AAG COC ТСС GOG СТС ТАС GTC TGG ARG АТС ТОС САА ТОС СТС СТО СТТ АТС TTA ААА СТТ TOC AMG СТС OGC СТС [179] 
Lut en nea 
VÀ ee diee NE so DERI 

"AX —— Do— ——G —ÀÀ [279] 
vlt vnde ма a [279] 

Ж, ыы ERE IRE eres Н 0 т 


i 
- 
=“ 
> 
8040 22/12 
S cR 
> Ре» 


цш ees Te TT ... „ПО ЛА М, Поље се .5. „А 


114403 ATG ССА ТСС ААС TTG AAA GAG АТА ААТ TGA АСА АСТ ATG СТС СТС COC ТСТ 706 GAT СТА СТА ТТА AAC СТА ААТ TGG ССТ ТАТ СТС САА ААА |372) 
Асер .С. . 


direc ias tradidi v Ee c B cepe RU КИК; MAR 
—Ó (3721 
Lew С.. „Т, GTI. Ci cc. c.c ch Ge, MB cs che Tos oc voc T.C. A TOC. Ch cee vee ve ck CT. „А, GT. ... [372] 


^n n з 

: p 
> 
- 
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Алта 2... 


114403 АСТ ACG СТА GAG СТО ТТТ АТС ААТ СТС TTC COG СТС GAC ТТС АТТ ТТА ССА AAC АТС АТС А [433] 
ГИ ЧА 4Ё сео ә Ч ДРЕ ۹ а (433) 
ПРЕРАНА С 782... РА Urt „ВА СК PME Cn 


4 7 beL МИЯ 433bp (f) DNA ДЕЎ (114403 WE HURLI EIRFA, Lesc, C-fru, B-pek, A-cep. A-ga. 1-аш fk 
ХЕ, MAR. HR. FE. ЖИ) 

g.4 Nucleotide sequences of the 433bp fragment of rbcL gene for 7 different plants (114403: sequcence of Lycopersicon dsculentum 
published in GeneBank; L-ese: Lycopersicon dsculentum ; С-ы: Capsicum frutescens; B-pek: Brassica pekinensis; A-cep: Allium 
ора; А-та: Apium graveclens; l-agu: Laminaria angustata ) 
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